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RESUMEN

El lenguado, Paralichthys adspersus es una especie promisoria para su cultivo,
lo que ha incentivado el desarrollo e implementacién de tecnhologias para fines
comerciales o de repoblamiento tanto en Chile como en Peru. El conocimiento
de la microbiota de los peces en cultivo nos permite establecer nuevas
estrategias para el manejo de enfermedades, nutricion entre otros.
Actualmente no existen trabajos donde se haya caracterizado a las bacterias
de juveniles de P. adspersus cultivados en estanque, por ello se realizé la
caracterizacion de la microbiota bacteriana, aislando muestras de piel, rifion,
bazo, higado e intestino. Se emplearon 10 ejemplares por muestreo,
realizandose 3 muestreos en diferentes periodos, para el aislamiento se utilizé
medios de cultivo TSA, AS, Agar McConkey, GSP y TCBS, Se aislaron un total
de 159 cultivos bacterianos de las cuales del total se identificaron 18 mediante
el sistema miniaturizados: API 20E (5) y API20NE (13), teniendo los géneros y
porcentaje respectivos detallados: Vibrio  70%, Staphyloccocus 17 9%,

Pseudomonas 11%, Aeromonas 1%, Enterobacter 1% vy Klebsiellal%.

Palabras claves: Aislamiento, identificacién, microbiota, cultivos bacterianos.



ABSTRACT

Flounder, Paralichthys adspersus is a promising species for cultivation because it
has a high demand and commercial value, is an overexploited resource, which has
encouraged the development and implementation of technologies for commercial
or repopulation in Chile and in Peru purposes. Knowledge of the microbiota of fish
in culture allows us to establish new strategies for disease management, nutrition
and others. Currently no work has been characterized where bacteria juvenile P.
adspersus grown in pond, so the characterization of bacterial microbiota was
performed by isolating skin samples, kidney, spleen, liver and intestine. 10
specimens were used per sample, performing three different sampling periods, for
isolation culture media was used TSA, AS, McConkey agar, GSP and TCBS, a
total of 159 bacterial cultures of which the total were isolated 18 were identified by
the miniaturized system: APl 20E (5) and API20NE (13), and detailed respective
genres percentage: Vibrio 70%, Staphylococcus 17%, Pseudomonasl11%,
Aeromonas 1%, Enterobacter 1% and Klebsiellal%.

Keywords : Isolation, identification , microbiota , bacterial cultures.
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I. INTRODUCCION

La acuicultura es una de las principales fuentes de alimento en el
mundo, segun FAO (2014) experimentd un alto crecimiento promedio anual
de 10,8 %y 9,5 % durante las décadas de 1980 y 1990, respectivamente; sin
embargo, la tasa bajé a un promedio de 6,1 % en el periodo 2002-2012. La
produccion acuicola mundial en el 2012 fue de 44,2 millones de TM de peces
(66 %), 15,2 millones de TM de moluscos (23 %), 6,4 millones de TM de
crustaceos (10 %) y 0,9 millones de TM de otras especies de animales
acuaticos (1 %). Si bien indican las cifras que la produccién mundial acuicola
de peces en el 2012 superaron el 50 % respecto a las demas especies
cultivadas, solamente el 2.4 % de este porcentaje corresponde a peces
marinos y de estos el 8.3 % a peces planos dentro de ellos platijas, halibuts
y lenguado (FAO, 2014), por ello existe la necesidad de diversificar las
especies cultivadas; asi también el Peri ha experimentado un ascenso en los
altimos afos, con respecto al desembarque de lenguado 262, 142y 143 TM
para los afios 2015, 2014 y 2013 respectivamente; asi también se ha notado
un progresivo aumento en la produccion acuicola de lenguado 4.41, 3.38, 3.27
y 1.02 para los afios 2015, 2014, 2013 y 2012 respectivamente. Actualmente
existen solo dos departamentos con autorizaciones para realizar los cultivos,
Ancash e Ica, el 99,77% de la produccién acuicola proviene del departamento
de Ancash, del cual el 53.74% es destinado para el proceso de congelado y
la diferencia para la venta interna (PRODUCE, 2015).

El lenguado, Paralichthys adspersus (Steindachner, 1867) es una especie
promisoria para su cultivo por su caracter endémico, mercado, avance
tecnoldgico obtenido, ademas de ello por ser una especie perteneciente a un
grupo interesante para el resto de Latinoamérica (Silva & Oliva, 2010), cuya
distribucion abarca desde Paita (Perl) hasta Lota e Islas Juan Fernandez
(Chile) (Chirichigno, 1974). Esta especie es un recurso sobreexplotado, lo que
ha incentivado el desarrollo e implementacion de tecnologias para fines

comerciales o de repoblamiento tanto en Chile como en Peru (Piaget, 2010).
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En Chile, estudios realizados a P. adspersus se realizaron con el objetivo de
analizar las posibilidades de conocer la especie y lograr diversificar la
acuicultura marina. Silva & Oliva ( 2010) manifiestan que el cultivo de
lenguado en Chile no se ha desarrollado a un nivel superior al actual, por falta
de informacion bioldgico-técnico, es por ello que no ha accedido aun, a las
condiciones tecnoldgicas que permitan una replicabilidad; motivo por el que,
los paises que apuestan por el desarrollo de la acuicultura estan invirtiendo
en estudios como la criopreservacion (Catcoparco et al.,2012) la reproduccion
(Carrera et al., 2013), alimentacion (Kong et al., 1995), crecimiento (Angeles
& Mendo, 2005) sobrevivencia, aspectos bioldgicos y de cultivo (Silva & Oliva,
2010); asi también como aspectos patolégicos (Miranda & Rojas, 1996)
puntos importantes para el préspero desarrollo del cultivo.

En el Perd, desde el afio 1998 se viene realizando cultivo a nivel experimental
de P. adspersus en el Centro de Acuicultura Morro Sama -Tacna promovido
por el Fondo Nacional de Desarrollo Pesquero - FONDEPES, pero hace
algunos afos la empresa privada (Pacific Deep Frozen S. A.) se ha interesado
en desarrollar el cultivo a escala piloto comercial mediante la instalaciéon de
una Planta de Acuicultura en Boca Ballenas ubicada en Huarmey - Ancash,
implementado con un sistema de recirculacién acuicola, para obtener un
mejor desarrollo del cultivo, pese a ello diversos eventos relacionados al
medio ambiente acuatico o de manejo de los peces pueden conducir a
alteraciones de la salud de los peces; especialmente por efecto de tipo
infecciosas y no infecciosas (Centeno et al.,, 2004), esto implica abordar
conocimientos de microbiota bacteriana frente a posibles problemas en
cualquier etapa del cultivo, Alvarez & Agurto (2000) manifiestan que, los
animales cultivados a pesar de estar en condiciones de mayor control
sanitario, también son portadores de bacterias patdgenas para el pez y el
hombre, estudios han demostrado la presencia de patdgenos bacterianos en
peces incluyendo a Aeromonas (Cerda, 2015), Edwarsiella tarda (Castro
2011), Vibrio (Martinez-Diaz & Anguas-Vélez, 2002), entre otros, son

responsables de elevadas mortalidades en peces silvestres y cultivados.
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Los patdgenos bacterianos son componentes usuales de la microbiota
bacteriana de ambientes acuéticos, por lo que es necesario contar con
informacion relativa al tipo y a la diversidad especifica de la microbiota
bacteriana de peces y de su entorno siendo estos patdgenos potenciales ante
un descenso de las defensas organicas de los peces, causada por una serie
de factores estresantes, ambientales y nutricionales (Alvarez & Agurto,
2000). Desde el punto de vista econOmico, las principales patologias
infecciosas que afectan el cultivo de lenguado, son de origen bacteriano,
asociado a problemas de mortalidad, entre ellas tenemos: Solea spp,
Photobacterium damselae subsp. Piscicida pasteurelosis y Tenacibaculum
(Flexibacter) maritimus, Vibrio anguillarum, la existencia de enfermedades
bacterianas con implicaciones econdmicas para la industria acuicola ha
demandado el uso de antibioticos en la prevencion y tratamiento de estas
enfermedades y en muchos casos a generado resistencia a los antibiéticos
(Labella et al., 2013).

Lo anterior ha incrementado el interés en los avances cientificos y
tecnoldgicos relacionados con los factores que influyen directamente en la
rentabilidad econdmica, incluyendo la eficiencia alimenticia, la velocidad de
crecimiento, asi como la salud y la resistencia a enfermedades (Burr & Gatlin,
2005). Actualmente no existen trabajos cientificamente reportados donde se
haya caracterizado a las bacterias de P. adspersus “lenguado”, por ello,
consideramos que la presente investigacion se justifica porque va a permitir
conocer parte de su biologia e investigaciones posteriores puedan tomar

como punto de partida la microbiota ya identificada.

El conocimiento de la microbiota de los peces en cultivo nos permite
establecer nuevas estrategias para el manejo de enfermedades, desde los
criterios de prevencion, posteriormente tratarlas y controlarlas. Para el control
de enfermedades es necesario conocer no soélo la virulencia del agente
etiolégico, sino también su modo de transmision y la epidemiologia de la
enfermedad, que podrian poner en riesgo las futuras producciones acuicolas
de P. adspersus. En la actualidad cada vez mas se investiga sobre los

aspectos benéficos o antagonicos de la interaccion de algunas especies
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bacterianas y los demas componentes del ciclo microbiano; asi por ejemplo
los vibrios han sido identificados como mediadores significativos de
interacciones antagonistas entre bacterias marinas (Long & Azam, 2001). Sin
embargo, este conocimiento se encuentra disperso y aun muestra,
comparativamente con otras especies cultivables, una moderada
replicabilidad de los resultados, lo que implica la necesidad de persistir en la
optimizacién de algunos aspectos de su cultivo, para impulsar definitivamente

su desarrollo.

Evidentemente es la necesidad, frenar las infecciones bacterianas
producidas durante la etapa de engorde para que el cultivo de lenguado
progrese. El estudio abre las posibilidades para pronosticar la apariciéon de
una proliferacién y tomar medidas para prevenirla, o que podria ahorrar

millones en pérdidas economicas en todo el mundo.

Esta circunstancia es la que en la actualidad esta limitando la produccion
comercial de lenguado, y su investigacion debera tener prioridad (Cafavate,
2005) y frente a ello, se plante6 el siguiente problema ¢Cuél serda la
caracterizacion bioquimica de la microbiota bacteriana de juveniles de

Paralichthys adspersus “lenguado” cultivados en estanque (Huarmey, Pera)?

El presente trabajo tiene como objetivo general: Caracterizar
bioguimicamente la microbiota bacteriana de juveniles de P. adspersus
‘lenguado” cultivados en estanque (Huarmey, Pert). En tanto, los objetivos
especificos son:

e Aislar bacterias en juveniles de P. adspersus “lenguado” cultivados

en estanque (Huarmey, Peru).

« ldentificar bacterias, mediante pruebas bioquimicas convencionales
y los sistemas miniaturizados API® en juveniles de P. adspersus

‘lenguado” cultivados en estanque (Huarmey, Peru).

15



ll. MATERIALES Y METODOS

2.1 Muestreo, transporte y aclimatacién de ejemplares juveniles de P.

adspersus.

Se analizaron en total 30 ejemplares de juveniles de P. adspersus, tres
muestreos en diferentes periodos. Provenientes del sistema de cultivo en
estanque (Huarmey, Peru), con 24 horas de ayuno y aparentemente sanos,
los cuales se encontraron bajo pardmetros de cultivo adecuado como se

muestra en el Anexo 1.

Los ejemplares muestreados fueron acondicionados en bolsas de polietileno
(50 x 80 cm) con agua y en oxigeno en proporcion de 1:3 respectivamente, se
sujetaron con ligas y se colocaron en cajas térmicas de poliestireno, con hielo
(FAO, 2009) y fueron trasladados al laboratorio de Microbiologia del IMARPE
(Callao, Peru). En el laboratorio se procedié a aclimatar las muestras por dos
horas, para luego sedarlos, sumergiéndolos por 15 minutos en una solucién
que contenia Tricaina metano-sulfonato en una concentracion de 30 mg/I
(Confederacion Hidrografica del Ebro. 2005). Se registré el peso con una
balanza analitica 0.1 g de sensibilidad y la longitud con un ictibmetro de 0.01

mm.
2.2 Diagnéstico de campo y anatomopatologia macroscoépica

El diagnéstico de campo consisti6 en la observacién de signos clinicos
externos y alteraciones del comportamiento de los ejemplares en cultivo y la
anatomopatologia macroscopica, consistio en observar la superficie externa
del pez con el fin de detectar manifestaciones anormales o algun signo clinico,
como coloracion del cuerpo, presencia de exoftalmia, pérdida de las escamas,
congestion y ulceracion, hinchamiento y necrosis de las aletas, erosion de los
bordes de los opérculos, presencia de parasitos adultos o larvales (OIE, 2008;
FAO, 2011).
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2.3 Diagndstico e identificacion bacterioldgica
2.3.1. Acondicionamiento y Diseccion de ejemplares

Cada ejemplar de P. adspersus se colocO sobre una bandeja de diseccion
debidamente desinfectada, con el lado izquierdo del pez hacia arriba, luego
se tomo una muestra de raspado de piel. Posteriormente se desinfect6 al pez
con algodon embebido de alcohol a 70°, para realizar una diseccion con un
bisturi estéril N° 2, mediante un corte transversal en un punto inmediatamente
anterior al ano en una posicion entre éste y las aletas pélvicas evitando

cualquier dafio al intestino.
2.3.2. Muestreo y procesamiento de 6rganos.

En forma aséptica se extrajo el riidn, bazo e higado por separado, se triturd
en una placa petri estéril codificada, a la cual se le agregé 5 ml de solucién
salina al 0,85 % estéril (Ruiz, 2011). Para tomar el contenido del intestino, se
raspo el contenido intestinal y se lavod 3 veces el lumen intestinal usando agua
peptonada, para asegurar la recoleccién de las bacterias adherentes y no
adherentes (Wittwer, 2012).

2.3.3. Siembray aislamiento

Las muestras obtenidas en forma aséptica se sembraron en los medios TSA
(Agar Soya Tripticasa), medio de cultivo universal, utilizado para el cultivo de
una amplia variedad de microorganismos de acuerdo a los requerimientos
nutricionales, AS (Agar Sangre), para el aislamiento de bacterias anaerobias
estrictas y facultativas, para la determinacion de hemalisis, Mc Conkey, sirve
para diferenciar lactosa positiva como la E.coli, de lactosa negativas como
Salmonella spp. (Stanchi, 2007), TCBS (Tiosulfato Citrato Sales biliares
Sacarosa), es un medio selectivo de diferenciaciéon para el aislamiento y
cultivo de Vibrio cholerae y otras especies de Vibrio y GSP (Glutamato

Almidén Rojo de fenol), agar selectivo para Peudomonas-Aeromonas.

Todos los medios se incubaron a 37 °C por 48 horas, observando el
crecimiento a las 24 horas de incubacion.

Para los medios TCBS y GSP, antes de la siembra se enriquecio la muestra

17



en caldo APA con 1 % de NaCl. (5 ml del triturado y 45 ml APA) y se incub6 a
37 °C por 24 horas (Ruiz, 2011).

2.3.4. Identificacion

2.3.4.1. Por método convencional

A partir de los cultivos puros aislados se realizo:

Tincion Gram

Oxidasa, determina la presencia de enzimas oxidasas.

Agar Triple azucar- Hierro (TSI), para determinar la capacidad de un
microorganismo para atacar los carbohidratos Glucosa, Lactosa y/o
Sacarosa, con produccion o no de gases (CO:zy H2) junto con la
produccion o no de acido sulfhidrico (H2S).

SIM, determina la capacidad de un microorganismo de moverse
(presencia de flagelos), de producir Indol y H2S.

Lisina Hierro Agar (LIA), determina la capacidad de un microorganismo
para atacar el aminoacido Lisina, descarboxilandolo o desaminandolo.
Rojo Metilo, Voges-Proskauer, determina porque via metabdlica
fermenta la glucosa la bacteria.

Hugh Leifson O/F, determina si una bacteria presenta metabolismo
fermentativo u oxidativo de los carbohidratos.

Citrato, determina la capacidad de un microorganismo de emplear el
Citrato como Unica fuente de carbono en ausencia de fermentacion de
azucares o de produccién de acido lactico.

Crecimiento en NaCl al 0 %, 1 %, 3 %, 6 % 8 % y 10 % (Vibrio); como
se detallan en Holt et al. (1994).

Adicionalmente a los cultivos bacterianos aislados de medio GSP se
sembraron en Agar Sangre para observar el tipo de hemolisis que
presentaban; asi también a aquellas que presentaron viraje del medio
GSP, se les realizé la prueba del vibriostatico 0/129 (Faune, 2003) y el
crecimiento en 6,5 % NacCl.
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2.3.4.2. Pruebade vibriostatico 0/129

A patrtir de los cultivos bacterianos aislados y activados en medio TSB por 24
horas a 37 °C, se sembraron en TSA por 24 horas a 37°C, comprobandose su
pureza mediante una tincion Gram a partir de las colonias desarrolladas.

A partir de una colonia se realiz6 una suspension en un tubo con solucion
salina a 0.85 % comparandolo por turbidimetria con el tubo 1 del Nefelometro
de Mc Farland. A partir de esta suspension y con la ayuda de un hisopo estéril
se realiz6 una siembra en superficie en placa con Agar Miuller Hinton con 1 %
de NacCl, antes de colocar los discos en el centro de la placa se dejé secar por
10 minutos aproximadamente en la Cabina de Bioseguridad, se incub6 a 37

°C por 24 horas para su posterior lectura.

2.3.4.3 Por sistemas miniaturizados API®

Para utilizar las pruebas miniaturizadas API®, primero se realizd la prueba
con una cepa patréon de Aeromonas (ATCC 49140), para confirmar el buen
estado del producto y evitar falsos resultados.

Se activaron los cultivos bacterianos entre 18 y 24 horas, posteriormente se
realizaron tres activaciones consecutivas para asegurar su pureza, a partir de
los cuales se realizaron prueba de oxidasa. Los cultivos Oxidasa (+) se
realizaron el test API 20 NE y para los cultivos Oxidasa (-) el test API 20 E.

SISTEMA API 20 NE

La galeria APl 20 NE esta conformada por 20 microtubos que contienen
sustratos deshidratados, con diferentes reacciones metabdlicas, que
combinan 8 ensayos convencionales y 12 ensayos de asimilacién, como se

muestra en el anexo.

Las pruebas bioguimicas que integran para los ensayos convencionales
estan conformados por: Nitrato potésico, L-triptéfano, D-glucosa (GLU), L-
arginina (ADH), urea (URE), esculina citrato férrico (ESC), gelatina (GEL), 4-
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nitrofenil-BD-galactopiranosida (PNPG); mientras que los ensayos de
asimilacion estan conformados por: (D-glucosa (GLU),L-arabinosa (ARA),
D-manosa (MNE), D-manitol (MAN), N-acetil-glucosamina (NAG), D-maltosa
(MAL), gluconato potasico (GNT), acido caprico (CAP), acido adipico (ADI),
acido malico(MLT), citrato trisddico (CIT), acido fenilacético (PAC).

Para realizar la prueba de los ensayos convencionales se cogi6 el inoculo y
se llevé a densidad de 0.5 a escala MC Farland, se procedi6 a llenar los 8
primeros microtubos a excepcion de la cupula (parte superior y descubierta
del microtubo), con la ayuda de una pipeta Pasteur. Se adicioné aceite mineral
a las cupulas de los siguientes tubos: GLU, ADH, URE para generar una

condicion anaeroébica.

Mientras que para realizar la prueba de los ensayos de asimilacion se extrajo
200 ul de la suspensién 0.5 de la escala MC Farland y se homogenizo en la
ampolla APl AUX medium (Compuesto por los siguientes nutrientes: Sulfato
aménico 2 g, agar 1,5 g, soluciébn de vitaminas 10,5 ml, solucion de
oligoelementos 10 ml, fosfato monosaodico 6,24 g, agua desmineralizada csp
1000 ml), luego se procedio a llenar los microtubos hasta la capula. La galeria
de microtubos se incub6 a 30 °C por 24 horas para una primera lectura y una

reincubacién por 24 horas para los casos de débil discriminacion.

La interpretacion de los resultados se bas6é en la observaciéon de las
coloraciones desarrolladas, ésta se llevo a cabo mediante la comparacion del
color obtenido en cada microtubo con el que muestra la carta de colores. De
acuerdo a esa interpretacion se puede establecer un resultado positivo (+) o
negativo (-), los resultados obtenidos en cada microtubo se colocaron en la

hoja de resultados que suministra el fabricante.

Los datos asi obtenidos se transformaron en un codigo de 7 digitos
denominado “perfil numérico” que resulta de la suma de los valores
correspondientes a las pruebas positivas asignados previamente en la planilla,
como se observa en la Figura 1. El codigo obtenido se correspondié a un
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determinado género o especie de acuerdo a la informacién contenida en las
bases de datos suministradas por el fabricante, para el ejemplo fue Aeromona

hydrophila.

Figura 1. Cartilla APl 20 NE (a) y Clave identificadas, para el caso de Aeromona
hydrophila (Codigo: 7577754).

SISTEMA API 20E

La bateria de pruebas API 20 E es un sistema de identificacion rapida para
bacterias de la familia Enterobacteriaceae y otras bacterias Gram negativas.
Basicamente consta de 21 tests bioquimicos estandarizados y miniaturizados,
y una base de datos. Este sistema presenta las ventajas de ser rapido, eficaz
y de permitir realizar numerosas pruebas a la vez. Cada tira de API 20 E
contiene 20 microtubos o pocillos con distintos sustratos deshidratados. Cada
tubo es una prueba bioquimica distinta. La prueba namero 21, la oxidasa, se
hace de forma independiente.

Las pruebas de que consta la galeria son las siguientes:
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Tabla 1. Pruebas que consta la galeria AP1 20 E

Prueba Reaccidn / Enzimas
ONPG Beta-galactosidasa

ADH Arginina deshidrolasa

LDC Lisina descarboxilasa

oDC Ornitina descarboxilasa

CIT Utilizacion del citrato

H2S Produccionde H2 S

URE Ureasa

TDA Triptéfano desaminasa

IND Produccién de indol

VP Produccion de acetoina (Voges-Proskauer)
GEL Gelatinasa

GLU Fermentacion/oxidacion de glucosa
MAN Fermentacién/oxidacién de manitol
INO Fermentacién/oxidacién de inositol
SOR Fermentacién/oxidacién de sorbitol
RHA Fermentacion/oxidacion de ramnosa
SAC Fermentacion/oxidacién de sacarosa
MEL Fermentacién/oxidacién de melobiosa
AMY Fermentacién/oxidacién de amigdalina
ARA Fermentacidn/oxidacion de arabinosa

OX Citocromo oxidasa

A partir de un cultivo puro de la bacteria aislada, se hizo una suspension en
5 ml de solucion salina (0.85 % de NacCl), la que fue colocada en los tubos, no
la cupula (cada pocillo tiene un tubo y una cupula, parte aerobia), de todos los
pocillos.

Se lleno la cupula de los pocillos CIT, VP, GEL con la suspension de bacterias.

Y se cubrié con parafina las cupulas de los pocillos ADH, LDC, ODC, URE,

H2S para obtener anaerobiosis, como lo indica el inserto.

Se coloco la tira en su propia camara humeda de incubacion. Previamente se
llendé agua en los alvéolos de la camara para proporcionar una atmésfera

humeda durante la incubacion.
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Se incub6 a 37 °C durante 18-24 h.

Para la interpretacion de los datos se procede de la misma manera que el API

20 NE, solo que posee su propia cartilla y su libro de base de datos.

2.3.5. Conservacion de los cultivos puros bacterianos

Los cultivos puros bacterianos se sembraron en frascos con agar TSA
inclinado, para ser conservados por periodos cortos en medio ambiente, y en
frascos con caldo TSB suplementado con 10 % de glicerol y mantenidos a -

4 °C (Carvalho et al., 2015) para ser conservados por periodos largos.
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lll. RESULTADOS

Los porcentajes de aislamientos bacterianos a partir de los diferentes 6rganos
muestreados de P. adspersus ‘enguado”, se observa en la Figura 2,
registrandose mayor presencia bacteriana en el intestino y piel, 34 % y 31 %
respectivamente, siendo estos los 6rganos con mayor contacto y relacion con

el medio que los rodea.

Figura 2. Porcentaje de cultivos bacterianos aisladas por 6rgano de juveniles de
P. adspersus “lenguado” cultivados en estanque (Huarmey, Per()

Las bacterias aisladas en los medios de cultivos TSA, GSP y TCBS,
provenientes de los Organos, registraron un total de 159 cultivos puros
bacterianos, de las cuales el 82 % corresponden a bacterias Gramnegativas y
18 % a bacterias Grampositivas como se muestra en la Figura 3. La identificacién
mediante pruebas bioquimicas segun Holt et al.(1994) de los cultivos bacterianos

aislados se muestran en los anexos 9, 10, 11y 12.
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Figura 3. Porcentaje de bacterias Gram (+) y Gram (-) encontradas en juveniles
de P. adspersus “lenguado” cultivados en estanque (Huarmey, Pert)

A todos los cultivos bacterianos aislados se les realizaron pruebas bioquimicas
convencionales, de las cuales se seleccionaron 18 cultivos bacterianos para la
realizacion mediante los Sistemas miniaturizados API®. Se tomaron en cuenta
los cultivos bacterianos que presentaron similitudes o semejanzas en las
reacciones a las diferentes pruebas bioguimicas, asi como, en el caso de cultivos

que presentaron reacciones Unicas 0 pocos usuales a las pruebas bioquimicas

Teniendo en cuenta lo anterior se identificaron los cultivos: 10 del género Vibrio,
4 del género Pseudomonas, 2 a Aeromonas, 1 a Klebsiella y 1 a Enterobacter,

tal como se muestra en la Tabla 2:
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Tabla 2. Cultivos bacterianos seleccionadas e identificadas con el Sistema
miniaturizados API®

Medio de Género y especie
Cdédigo | cultivo Sistema miniaturizados API®. . y P
aislado identificada

- r B
P10R GSP F .r,.. o | Jul m_! _ Pseudomonas cepacia

2P2Ib GSP Pseudomonas alcaligeses

2P2Pa GSP Aeromonas hydrophila
2P2Pb GSP Klebsiella pneumoniae
2P3P GSP Pseudomonas cepacia
2P41 GSP Enterobacter sakazakii
2P6la GSP Aeromonas hydrophila
2P7I GSP Pseudomonas cepacia
2P9I GSP Vibrio alginolyticus
2P1I TCBS Vibrio parahemolyticus

2P2la TCBS Vibrio alginolyticus

2P5Ra TCBS Vibrio alginolyticus

2P5Rb TCBS Vibrio alginolyticus

2P71b TCBS Vibrio alginolyticus

2P9la TCBS Vibrio alginolyticus

2P10lb TCBS Vibrio alginolyticus

3P3P TCBS Vibrio alginolyticus

3P7I TCBS Vibrio alginolyticus
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La confirmacién de los cultivos bacterianos correspondientes a los géneros y
especies descritas anteriormente, sirvieron como patrén (en la mayoria de casos)
y de esta manera establecer géneros, como se muestra en la Figura 4.,
predominando Vibrio sobre los demas con un 70 %, mientras que los géneros
Aeromonas, Enterobacter y Klebsiella solo representan el 3% del total. Para el
caso de los cocos Grampositivos, las pruebas bioquimicas se basaron en
catalasa y coagulasa los cuales presentaron resultados uniformes,
presuntivamente se estaria considerando una sola especie presente en los

organismos, estas pruebas difieren de los Gram negativos.

Enterobacter _Klepsiella
1% 1%

Pseudomonas
10%

Aeromonas
1%

Figura 4. Cultivos bacterianos segun géneros aislados de juveniles de P. adspersus
“lenguado” cultivados en estanque (Huarmey, Peru).

Cabe mencionar que si bien la mayoria de Vibrio, Pseudomonas vy
Staphylococcus se encuentran presentes en los 3 muestreos como se
representa en la Figura 5, tenemos géneros como Aeromonas, Enterobacter y
Klebsiella que solo se presentan en el segundo muestreo que también reporta la

mayoria de cepas bacterianas aisladas.
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Figura 5. Cultivos bacterianos aislados de juveniles de P. adspersus “lenguado”
cultivados en estanque (Huarmey, Per() seglin género por muestreo.

De los tres muestreos realizados, se observo alta presencia de -cultivos
bacterianos aislados correspondientes al segundo muestreo en relacién con el

primer y tercer muestreo en los cuales el aislamiento fue mucho menor, Figura
6.
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Figura 6. Numero de cultivo bacterianos por muestreo, de juveniles de P. adspersus
“lenguado” cultivados en estanque (Huarmey, Peru).

28



El género Vibrio fue el mas predominante en la mayoria de cultivos bacterianos
aislados, a los que se les realizd pruebas bioquimicas y en algunos casos se
confirmaron por sistemas miniaturizados API, sirviendo como patrones para
comparar y establecer la presuntiva especie en los cultivos restantes,
estableciéndose 3 especies del género, mostrados en la Figura 7, donde el Vibrio

alginolyticus representa el mayor porcentaje.

mV.alginolyticus mV.parahemolyticus Vibrio. sp

Figura 7. Porcentaje de las diferentes especies de Vibrio aislados de juveniles de P.
adspersus “lenguado” cultivados en estanque (Huarmey, Peru).

La prueba de vibriostatico O/159 para discriminar el género Aeromonas del
Vibrio, se empled debido a que este ultimo presentd también un crecimiento en
medio GSP y viraje similar al de Aeromonas, haciéndose necesaria la utilizacion
de la prueba. Tras la realizacién de la prueba se obtuvo que el 95 % de
bacterias aisladas pertenecientes al género Vibrio y solo el 5 % al de Aeromonas
(Figura 8).
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W Vibrios Aeromonas

5%

Figura 8. Porcentaje de crecimiento bacteriano en el medio GSP aislados de juveniles de
P. adspersus “lenguado” cultivados en estanque (Huarmey, Per()
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IV. DISCUSION

El aislamiento bacteriano obtuvo predominio de bacterias Gramnegativas sobre
las Grampositivas, con 82 %, como se muestra en la Figura 3, el cual se relaciona
con los estudios realizados en tilapia donde reportan la microbiota bacteriana
aerobica de ejemplares sanos y de su medio ambiente, constituida por bacilos:
98 % Gramnegativas y 2 % Grampositivas (Morales et al., 2004); del mismo
modo Alvarez & Agurto (2000) encontraron la predominancia de los bacilos
Gramnegativos pertenecientes a los géneros Aeromonas y Plesiomonas,
ademas de miembros de la Familia Enterobacteriaceae, con menores
proporciones de Pseudomonas, Vibrio, asi mismo, segun Torrela (1999), la
mayoria de bacterias marinas son Gramnegativas, en una proporcion de 80 %
en las costas; mientras que en los cultivos de agua de mar esta proporcion
aumenta al 95 %. Lo mencionado anteriormente conlleva a ratificar que las
condiciones marinas son muy favorables para el desarrollo de bacterias
Gramnegativas. Con respecto a la presencia de bacterias Grampositivas en las
muestras de los 6rganos (Figura 4), si bien es cierto no es comudn su presencia
por su patogenicidad, autores como Velasco & Yamasaki (2009) describe la
presencia del género Staphylococcus en la piel y mucosas de los animales; del
mismo modo Ledn et al. (2010) hace mencidn de la presencia de estas bacterias
especificamente del genero Staphylococcus provenientes de invertebrados
marinos. De esta manera confirmariamos que la presencia de bacterias
Grampositivas en organismos marinos no es ajena a ello, pero no se descartaria

que dicha presencia se deba a un factor epidemioldgico que afecte a la especie.

El aislamiento de bacterias por 6érgano se observd mayor en el intestino de los
ejemplares y segun Urakawa & Rivera (2006) el tracto digestivo de organismos
marinos posee mayor disponibilidad de materia organica que el agua de mar,
transformandose en un ambiente apropiado para Vibrio, aunque en este micro
ambiente estan expuestos a un pH bajo, secrecion de acido bilico y a condiciones
microanaerodbicas, ello explica el mayor porcentaje de bacterias aisladas de
juveniles de P. adspersus correspondan al intestino, teniendo como
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predominante al género Vibrio (80 %) seguido de Staphylococcus (16 %) y
Aeromonas (4 %), tal como se muestra en la Figura 4; por otro lado un estudio
realizado en Salmo salar y trucha de mar Salmo trutta trutta, juveniles (0+ afios),
mostraron que la microbiota predominante en el tracto intestinal de la trucha de
mar fueron Enterobacterias (52 %), Aeromonas (22 %) y Pseudomonas (14 %)
(Skrodenyte-Arbaciauskiene et al., 2008). La microbiota gastrointestinal juega un
papel importante e influye de manera indirecta sobre la nutricién y la salud de los
animales en general; por esto mismo, al alterarla se afecta el estado fisioldgico
de los organismos, el crecimiento, su desarrollo general y la calidad final del
producto (Al-Harbi & Uddin, 2005). En los animales acuaticos, la microbiota
intestinal no existe como una entidad absoluta sino que hay una interaccion
constante entre la microbiota del ambiente y la del pez, de tal forma que los
hospederos y los microorganismos comparten un mismo ecosistema y estos

ultimos tienen la opcion de vivir en asociacion o bien de manera independiente.

En el caso del aislamiento en piel de P. adspersus lenguado, se aislaron los
géneros Vibrio, Staphylococcus y Pseudomonas con un porcentaje de 61 %,
27 % y 12 % respectivamente, segun la Figura 2 y la Figura 3; estos géneros se
estarian observando porque respecto al sistema inmunitario que poseen, el
complemento inmunitario en la piel de los peces tiene actividad bacteriana contra
cepas no virulentas de bacterias Gram negativas, pero no contra bacterias Gram
positivas ni cepas virulentas de bacterias Gram negativas (Rubio-Godoy M,
2010), sumado a ello, la presencia de bacterias se deberia a que los organismos
en sistema de cultivo viven bajo condiciones controladas para promover su
crecimiento y desarrollo; sin embargo, se encuentran rodeados por
microorganismos que comparten su mismo ambiente (Verschuere et al., 2000;
Al-Harbi &Uddin, 2005); asi mismo, Austin, 2006; Ringg et al., 2010; manifiestan
que los peces tienen una influencia mucho mayor en la composicion bacteriana
y el estado de salud debido al contacto constante con el agua. Los resultados
nos estarian indicando que la presencia de estas bacterias encontradas en piel
también podrian estar presente en los estanques, a los que se tendrian que

determinar su patogenicidad.
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Respecto a la presencia de bacterias presentes en los 6rganos internos como
bazo , intestino, rifion e higado (Figura 2), Soriano-Vargas et al. (2010), realizé
estudios bacterioldgicos analizando bazo, rifidén e intestino entre otros érganos,
afirmando que el aislamiento a partir de intestino es comun debido a la
exposicion al medio acuatico mientras que el aislamiento bacteriano a partir de
organos internos implica infeccion, colonizacién y posible produccion de dafio;
asi también O'Hara & Shanahan, 2006; indican que la microflora puede ser vista
como un “érgano adicional” ya que tiene un rol clave en desarrollo intestinal,
homeostasis y proteccion y hoy estd claro que tiene gran influencia en
crecimiento, salud y desarrollo de todos los vertebrados. En tal sentido
suponemos que tanto los géneros encontrados y la cantidad del aislamiento en
organos asépticos se deberian a un posible riesgo que se encontraria dicha
poblacién de peces, puesto que los ejemplares muestreados no presentaron

ningun signo que adjudicaria una posible enfermedad.

En la tabla 4 los resultados referentes a la observacién macroscopica indica que
los juveniles de P. adspersus analizados, no mostraron manifestaciones clinicas
de enfermedad, Goberna (2004), nos menciona que las enfermedades tienen
sus propios ritmos que se van modificando a lo largo del tiempo y que para su
deteccion es necesario emplear o apoyarse en técnicas como lo son los métodos
de diagndstico ya que pueden darse casos de enfermedades que permanecen
asintomaticas, por otro lado Tanno & Tanno (2005) se refieren a dicho grupo, de
enfermedades asintomaticas, que incluye a todas aquellas enfermedades que
no expresan sintomas desde su comienzo hasta su curacion. Debido a la
presencia de bacterias patdgenas se asume que posiblemente se encontraban
en un estado de asintoméatico o en cuadro subclinico como portador,
probablemente porque la carga microbiana no sobrepasaba los niveles para

manifestarse como enfermedad y poder desencadenar un cuadro clinico.
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Del total de bacterias identificadas el 70% corresponde a Vibrio (Figura 4) y de
estos el 66 % a V. alginolyticus, tal como se muestra en la Figura 7, para Cavallo
& Stabili (2004), los vibrios juegan funciones importantes en el ecosistema
marino como biodegradacion de la materia organica y regeneracion de
nutrientes; por otro lado Gil et al. (2007), manifiesta que algunas cepas de V.
parahaemolyticus pueden ocasionar gastroenteritis en humanos siendo
considerado un grupo pandémico; asi también (Rowe-Magnus et al. 2006)
menciona que en la actualidad las especies de vibrios patdgenos para humanos
esta limitada sélo a 12 que son clinicamente significativas dentro de los cuales
se encuentra V. parahaemolyticus y V. alginolyticus, que fueron encontrados en
el estudio realizado. Las infecciones causadas por estos organismos
contaminados estan usualmente asociadas a la ingestion de moluscos y otras
especies marina; los sintomas que manifiesta el paciente van desde
gastroenteritis, infeccion a la piel, septicemia, llegando a la mortalidad en el caso
de pacientes inmunocomprometidos o con bajas defensas. Esto conllevaria a
realizar estudios exhaustivos y minuciosos para determinar la patogenicidad o

no de las cepas (o cultivos) y tomar medidas de acuerdo a los resultados.

En relacion al aislamiento de cultivos bacterianos utilizando medios selectivos,
Martin-Carnahan & Joseph (2004); manifiestan que las especies de Aeromonas
son generalmente inhibidos en TCBS, el medio selectivo para vibriones; mientras
que en el medio del GSP, el glutamato y el almidon es degradado por
Aeromonas con la produccion de acido que causa el rojo de fenol cambia al
amarillo, caso contrario de las Pseudomonas gue crecen sin degradar almidon y
como inhibidor selectivo contamos con la penicilina y pimaricina las cuales se
afiaden al medio para suprimir el crecimiento de muchos microorganismos
Grampositivos y hongos. Segun la experiencia obtenida con el medio GSP se
tuvieron ciertas discrepancias al obtener 95 % de crecimientos bacteriano de
Vibrio y viraje del medio a amarillo (Figura 8), lo que ocasionaba confusion con
las Aeromonas, para lo cual se realizé adicionalmente la prueba del vibriostéatico
0/129 150 mg; permitiéndonos confirmar la existencia de vibrios (Faune, 2003).

Actualmente se estan desarrollando nuevos métodos para identificar la
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patogenicidad, ecologia y distribucion de Vibrio, ademas de evaluar aquellas
especies que evaden los métodos convencionales de cultivo (Eiler et al. 2007).
La prueba del vibriostatico O/129 150 mg tiene como fundamento discriminar
bacterias del género Vibrio del género Aeromonas que al ser sembradas y
diseminadas uniformemente se forma un halo alrededor del disco para el caso
del género Vibrio y la ausencia del halo para el género Aeromonas. Castro-
Escarpulli et al. (2003) concluyen que la identificacion acertada de las
Aeromonas es compleja, ya que requiere la identificacion genética, lo cual no

esta disponible para la mayoria de los laboratorios clinicos de nuestro pais.

La presencia de Aeromonas se pudo evidenciar en el segundo muestreo como
se muestra en la Figura 5y 8, el 1 % corresponde a Aeromonas con un total de
2 cultivos bacterianos: 1 en piel y otra en el intestino, el porcentaje de
Aeromonas es muy bajo en comparacion a Vibrio. El género Aeromonas incluye
microorganismos gramnegativos que residen en amplia variedad de ambientes,
aunque su habitat méas frecuente son las aguas dulces en asociacion con fauna
acuatica y sedimentos (Soriano-Vargas et al, 2010). Algunas especies
de Aeromonas infectan y ocasionan enfermedad en diversas especies animales,
peces y humanos. El género Aeromonas puede ser diferenciados del género
Vibrio por pruebas especificas (Gonzalez et al., 2004). Las Aeromonas
comparten muchas caracteristicas bioquimicas con los miembros de las
enterobacterias, de las que se diferencian principalmente por ser oxidasa-
positivo (World Health Organization. 2002). Asimismo se logré aislar solo en
intestino y piel y frente a este acontecimiento Gonzalez et al. (2009), manifiesta
que la presencia de Aeromonas sp. es frecuente en las aguas dulces y mas baja
en aguas marinas donde prevalece el género Vibrio lo que concuerda con sus
requerimientos con respecto a la concentracion de sales. Ademas el estudio
realizado por Gonzalez et al. (2004) indica una notable presencia del género
Aeromonas en diferentes ecosistemas acuaticos y la necesidad de considerar a
estas bacterias como un elemento de riesgo vinculado a la calidad de las aguas

segun sus usos.
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Vibrio sp., Pseudomonas sp. y Aeromonas sp. son las que en mayor proporcion
conforman comunmente la microbiota bacteriana observando una gran variedad
de otras especies bacterianas, en la Figura 2 se muestra a Vibrio con 70 % y
Pseudomonas con 10 %, resultados que se tendrian que tomar en cuenta para
evaluar posibles enfermedades y prevenirlas, porque en condiciones adversas,
0 cuando los peces estan fuertemente estresados, se observaron infecciones
inespecificas por parte de estas bacterias. Segun DIGEPESCA (2007) las
bacterias oportunistas pueden provocar altas mortalidades (10-15%) en estas
condiciones no existe tratamiento quimico preventivo que demuestre alta
eficiencia para contrarrestar este problema; asi también la alta densidad de
organismos y nutrientes son caracteristicos en sistemas de acuicultura lo cual
facilita la proliferacion de vibrios; se ha hipotetizado que las condiciones
artificiales del medioambiente en sistemas de cultivo pueden constituirse como
reservorio para vibrios patdégenos (Ben-Haim et al. 2003); del mismo modo
Souter (2000) manifiesta que los organismos en mencion tienden a ser
oportunistas mas que los patdégenos primarios, segun los resultados obtenidos
tanto Vibrio, que es el de mayor porcentaje, asi como de las demas bacterias
pueden actuar como oportunistas cuando las condiciones ambientales le sean
favorables, no obstante, la mejor forma de prevencion es establecer reglas de

higiene adecuadas, garantizar un ambiente adecuado y buena alimentacion.

Se pudo evidenciar la presencia del género Klebsiella,1%, trabajos como de Leal
et al. (2009) detallan a dicho género como proveniente de peces marinos aunque
sin definir de que organo fue aislado, lo cual confirmaria que hay una relacion
entre la presencia de dicha especie Klebsiella pneumoniae en la microbiota

bacteriana de los peces marino silvestres o de cultivos.

La informacion en relacidén a los parametros de cultivos mostrados en el Anexo
1 se consideran como dato importante el sistema de flujo de agua en el que se
reporta que tanto en el primero como en el tercer muestreo los organismos se
encontraban en un sistema de recirculacion (RAS), mientras que en el segundo
muestreo los organismos se encontraron en estanques con flujo abierto. Segun

Hernandez et al. (2009) una de las estrategias de manejo para incrementar la
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eficiencia de un cultivo, es el empleo de sistemas de recirculacion de agua, estos
sistemas no solo son importantes debido a su eficiencia en la utilizacion del agua,
sino ademas, existe un mayor control del medio ambiente haciendo posible
manipular la temperatura, el oxigeno disuelto, el fotoperiodo y la claridad del
agua; asi también, FAO (2006), expresa que para lograr la sustentabilidad es
necesario intensificar los cultivos valiéndose de tecnologia como sistemas de
recirculacion de agua (SRA) y tratamiento de la misma, optimizando un recurso
tan valioso. Por tal motivo, se puede deducir que los resultados obtenidos y
presentados en la grafica 5 y 6 donde el segundo muestreo se encuentra con
mayor niumero de microbiota aislada en referencia con los otros dos muestreos,
podria relacionarse con el tipo de sistema de flujo de agua, lo que explicaria la
alta cantidad de cultivos bacterianos identificadas como los géneros Aeromonas,
Klebsiella y Enterobacter que Unicamente se aislaron en el segundo muestreo.
Por lo tanto, cabe la posibilidad de una relacion entre el flujo abierto y el aumento

de bacterias; asi como de encontrase con bacterias patdgenas.
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V. CONCLUSIONES

Se aislaron 159 cultivos bacterianos de piel, higado, rifién, bazo e intestino

de juveniles de Paralichthys adspersus, cultivados en estanque.

Se identificaron por método convencional los géneros Vibrio,
Pseudomonas y Staphylococcus con 101, 12 y 28 cultivos

respectivamente.

Se determinaron las especies de V. alginolyticus, V. parahaemolitycus,
Pseudomonas cepacea, P. alcaligenes, Aeromonas hydrophila, Klebsiella

pneumoniae y Enterobacter sakazakii mediante Sistema API ®.

El género Vibrio predominé dentro de los cultivos bacterianos aislados con

un 70 % del total de cepas en los tres muestreos.
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VI. RECOMENDACIONES

Investigar sobre los aspectos benéficos de Vibrio, Aeromonas vy
Pseudomonas aisladas de P. adspersus, como potenciales probioticos y/o
simbiontes actuando como agentes de biocontrol en organismos de
cultivos y asi disminuir el uso de antibidticos y reducir las descargas de

efluentes téxicos al medio ambiente.

Investigar los aspectos benéficos y/o perjudiciales de las bacterias Gram

positivas aisladas de P.adspersus.

Complementar los estudios realizados con analisis moleculares para
caracterizar la microbiota de P. adspersus, que permita brindar una

identificacion definitiva.
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ANEXOS



Anexo 1

TABLA 3. Condiciones del cultivo en estanque de juveniles de P. adspersus (Huarmey, Peru), durante los tres muestreos

1 MUESTREO 2do MUESTREOQ 3er MUESTREO

(20/0472014) (10/06/2014) (26/0872014)
Temperatura (C®) 20,4 16.4 16,7
Oxigeno (mg/) 487 495 5,01
pH
S% (ppm) 35% 35% 35%
Nitritos menor 0.01ppm
Amonio menor 0.1ppm
Sistema de cultivo (Abierto/ cerrado) RAS 12 Flujo Abierto AC8 RAS 12
% Recambio de agua 100%/h 40%/h 40%/h
Volumen de estanque 15m3 40m3 40m3
Biomasa 67 kg 2T4kg TO0Kg
Tipo de alimento pellett extruido Alicorp peces marinos
% Proteinas 45% 45% 45%
Frecuencia de alimentacion 3 2 2
Horarios de alimentacion Sam 1pm Spm Sam Spm S9am 5pm
Tiempo devida PAO1/08M3 PA2E/M01M3 20121
Tratamiento preventivo (Formol,
otros) formol formol formaol
Frecuenciadelimpieza del tanque v /10 dias 1visemana 1visemana
Informacion de oleajes, mareas
(cercanas ala fechas) no si si
Promedio Global (g) 67,68
Promedio Global (cm) 17,68
Promedio Global (biomasa) 676.81
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Anexo 2

2P1H

v

NUmero de muestreo: Numero de pez: Organo a muestrear:
1:1er muestreo 1....10 P: piel
2:2 do muestreo R: rifién
3: 3er muestreo B: bazo
H: higado
I: intestino

Figura 9. Codificacion utilizada para aislamiento bacteriano proveniente de cada juvenil de P. adspersus.



Anexo 3

TABLA 4. Signos clinicos de los ejemplares juveniles de P. adspersus analizados.

SIGNOS CLINICOS MUESTRA
PRIMERA SEGUNDA TERCERA

Exoftalmia 3| 3| 3|
Erizamiento o perdida de escamas 3| 3] 3]
Congestién y ulceracién 3| 3| 3|
Coloracién anormal 3| 3| 3|
Erosion de los bordes de los opérculos 3| 3| 3|
Hinchamiento y necrosis de aletas 3| 3| 3|
Observaciones Sin presencia de parasitos

2 3

Presencia: Ausencia:




Anexo 4

TABLA 5. Peso (g) y Talla (cm) promedio de juveniles de P. adspersus “lenguado” durante los tres muestreos.

Cédigo Primer muestreo Cédigo Segundo estreo Cédigo Tercer muestreo
Peso (9) Talla (cm) Peso (g) Talla (cm) Peso (g) Talla (cm)
P1 75 17 2P1 82 19 3P1 71.12 16
P2 73 19 2P2 89 20 3P2 75,33 19
P3 80 19 2P3 80 19 3P3 63,9 18
P4 68 17 2P4 71 18,5 3P4 78.73 17
P5 75 17 2P5 69 17 3P5 62,98 165
P6 76 18 2P6 87 19 3P6 85,38 19
P7 81 18 2P7 62 18 3P7 71,23 17
P8 69 16 2P8 63 17,5 3P8 79,3 18
P9 72 17 2P9 72 19,5 3P9 78.45 18
P10 84 18 2P10 82 18 3P10 74.01 17
Promedio 75,3 17,6 Promedio 75,7 18,55 Promedio 74,043 17,55
Valor maximo (gr) 89 Valor minimo(gr) 62 Promedio global (gr) 75,01 +7,25

Valor maximo (cm) 20 Valor minimo(cm) 16 Promedio global (cm) 17,90 + 1,04




Anexo 5

Figura 10. Proceso de aclimatacién de los ejemplares a) Cooler con ejemplares para transporte b) Traspaso de ejemplares c)
Aclimatacion de juveniles de P. adspersus en el laboratorio

Anexo 6

Figura 11. a) Medicion b) Pesaje y c) Diseccién de los ejemplares de juveniles de P. adspersus.
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Cultivos bacterianos en TSA.

Anexo 7

v

Cocos Grampositivas

v

Bacilos Gramnegativas

Figura 12. Tincion Gram de los cultivos bacterianos en TSA
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Anexo 8

[
»

Pruebas bioquimicas

IDENTIFICACION

. - L
Obtencion de cultivos
bacteriano en TCBS Se inocula en Caldo TSBy
luego se siembra en TSA
Tincién Gram

Sistemas miniaturizados API

»

Figura 13. Caracterizacién e identificacion de los cultivos bacterianos aislados en el medio TCBS.
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Obtencién de cultivos
bacterianos en GSP

Anexo 9

Prueba de Vibriostatico

—

Se inocula en Caldo TSBy
luego se siembra en TSA

Tincién Gram

Pruebas bioquimicas convencionales

4

IDENTIFICACION

A

Sistemas miniaturizados API

Figura 14 Caracterizacion e identificacion de cultivos bacterianos aislados en el medio GSP.
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Anexo 10

Tabla N° 6. Caracterizacion bioquimica de cultivos bacterianos aislados en medio TCBS.

b:l:i;n TE::_I Ouidass  Sscargsa  OwifFer Lsctosa  Glucoss E:I ':’“5 lizina RM WP Indodl Movimiznto ﬁ::m fiall Especie
s STONS g% 1% 3% 6% 8% 10%

PIH Bastones |+ {+] (4] OF (4] e S T T S & O I {+] oo *ybria. Alginalyticus (AP
Plb  Bastones |-} 4] i+ e I T v I I I o B i+ oW B B <o Alginolyticus [AP)
Pl Bastonms  |-] (4] 14 ofF W H i+ B+, Alginalyticus (AP
P2la  Bastznm -] 4] Il OF 1+ I & O B I I B i+ BB B B B yibrio Alginalyticus (4R))
Pllb Bastones -] (4] 14 I I = T T I I I i+ HOH H B ey, Alginalyticus 4P
Pila  Bastonms -] |+ 1] OF {+] I O B I L I i+ o Vb alginslyticus [AP)
Pilk Bastones - 4] {#] OF {#] {+] S {4 - -1 # # +# 1+ Vibriz sp.

PAHa Bastones -:-I -:+| -:-H OF -:-H -:+| -:-I -:-I -:+| -:+| -:-I -:-I n:-H -:+| -:-I -:+| -:-H -:-H -:-H -:+| 'L‘."b.".‘a.:l.'g.‘nu.'ﬂ.‘:us.f.’.n.'j
PAHL Bastones - 4] {#] OF {#] {+] S {4 4] -1 =+ + 4 -:il *ibriz alginalyticus (AP
Plla Bastores -] (4] 14 o I R = O = R 7 R I 14 #F # O H Ve alginalyticus (A7)
P4l Bastones |- 4] B OF 14 i I o O T I T I i+l R B W ey alginalyticus (AP)
PSBa  Bastonms (-] 4] I+l OF {+] I O T I I i+ B B Vb alginslyticus [AP)
PSBE  Bastonms ] |4] 14 I I o T T T S I i+ oW B +yibri alginalyticus (AP
PSlk Bastones |- [+ 1+ OF 1+ 1+ I T 3 B I I+ e I I R Y I B Y I B Vibria sp.

PTle Bastones || |4 i+ oF i i B o T O 7 IO o OO 7 B i+ W B +yibrio alginelyticus [AP)
PTla  Bastones  |-] (4] 14 oF O H W 1+ o D  *brio alginalticus JAPT
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Continuacion dal antarior

h:cltl:?:m Forma Tg:;'rﬁl:' Oxidasa Sacarosa  OxifFer Lactosa Glucosa ia: I-:: Llisina RM VP Indol Movimiento C:ﬂt::m Nadl Especie
TSI T Simon's 0% 1% 3% E% 8% 10%
I L T T O O T O T A O I T T T i bt
PRo msmones [ ) B OF B B B W BB BB B B H BB B EH ooyt s
P mmmmnes [ [ [ O0F B B HH BB H B E B H BB F W M ybnosginaytus 48
PRl Bssmnes () ) [ OF B B HH BB BB B B H BB B WM yosginayteus s
I O NN T B = N I C O I B O B e
Pra  Basmnes [ () B OF B B B H BB BB E B H BB B W H ooyt s
Prb mamones [ ) (0 OF W B W W BB BH W B BB B M H o fibrio winifus suic)
I N O O O B O I N B N & N B O R S
T - O O O B B B B B & N B O R R
PO mmones [ ) (0 OF B B W W BB B H B B H BB B E B eyosginaytus s
A O O I I O W v
T T e T e T T T T e—————
w8 msenes [ [ OF W B HH BB BB E H BB B E it porshemolytius (451
@ mmones [ [ [ OoF W B W W BB OH B W H H BB M M B biosgioysisc au)
S T T T T e
s Besones [l HOF W W W@ @R EE T TETTTE TE TR T o olginelytieus (4]
e T T o v v B B N N S N B S O R T C s ppi
I A T B I B B B B C N B B B B B C G B I vibriosp
T T L T O T I O B I B C I I C G B U I Bt sttt
T T T T T T I I O e I I I I I

S7



Continuaciondal antarior

Citrato

h:"tl:?:m ‘orma T;r::::‘n Owidasa Sacarosa  OxifFer Lactosa Glucosa :; 1&_; Lisina RM WP Indol Movimiento 51:;1'5 nadl Especie
oM 1% 3% M BW  10%
wsp mssones [ B T T & B S R S B I I S T I I o
wsi mmsmones {4 T T I S T O < HoOoR BB E vibriosp
I S O N B N N O O N O - O O I T L
O O PO O N O O = O D O O O N O L IO e S
wes  mssones [ 4 T T T X ¥ Pt R SR HooH BB BB H eyibnoaiginoyticus (471
wer  mastones [} [+ - = T & B T & B ¥ O S B B o0 W BB B B vy aginoysis e
pers masones [ 4 T T T = < B 0O # B # B B ey pamhemolyticus gary)
wern  masenes [ [ I N = T = B T N O < N B BOE B B B ey olginalytious (45
w7 mmsones () 4] T - T T T R B SIS I I I T T
w7R masones () [ I T = T N = T B N R HooH B BB B eyibnociginolticus 471)
wIH mssones (4 T I - T T = B B SIS I I I T T
¥72  masones [ ) I = R I T T T T I I T
L ) wmreaiginaiieus ey
pePs masones [ 4 e I I I Vibriosp
peeb  masones [ [+ I T A = T = T X O =~ R BB B E B B B sy aiginolytious 4e)
wera  maswnes [} (4] T o R S S I T - T & B I N IR I - I
peRb  masones [ [+ I R A = T = T X S R o R BOE BB B B B b olginalysius (suieg)
wal ommmones 4] T T T T & B < HoOoR BB E vibriosp.
pora mastones () 4] I T T R T R T T R B B g VEreRgTeemems
perb  masones [ [+ I T A = T = T X O =~ R R N i

58



Continuaciondel antericr

Citrato
h:cltl:?:m Forma Tf:l;r:gﬁ-:l Oxidasa Sacarosa  OxXifFer Lactosa Glucosa ?-E ?E Llisine RM VP Indol Movimiento s.l::m, Nadl Especie
1 0% 1% 3% 6k BN 10%
amis  mesones T B e T e T L T T A e T L L EL U U B e sl agd
2polb Bastomes -] (+ +) OF ] +) o I o R R N L I [+ H B HEHHHH Vibria sp.
2P10B  Bastomes [ + 3 3] ] +) o I o N R N B [+ o I O . o BN T O B Vibrio sp.
2P10F2  Bastomes -] + 3 OF ] +) (o I o N I N N ] [+ HooH BB B B sy porahemalyticus (481
2PLOFD  Bastonez |- (+ +] OF +) +) o B N R A L ] [+ o B e T o I Vibrig zp.
iPl0Ha  Bastones |- (+ 3 oF - +) B0 H H [+ o B 1 = I . N = Y e [ e Vibria sp.
2PI0HD  Bastones  [-] (+ 3 OF ] +) o I o N R L I L [+ (o I O . . O T O Vibrio sp.
2PiMia Bastones [ + 3 OF +) +) o I o N N N N ] +] BB B B sy ciginolyticus (481)
N . B B O O O N O Y T et
3PZR Bastones [ (+ ] oF - +) o I T A L I [+ CoH B T ik slginalytious (€ Auiz)
3r2l Bastones |-} + ] OF ] +) (o I VR N R & I [+ (o I O . . N T N Y Vibria sp.
3P3B  Bastomes [ + ] OF ] +) o I o R N N I [+ o I O . . N T O Y Vibrio sp.
I O O O O O O O O I O B A O Ao
3P4P Bastones [ + + OF +) +) o I o N N N N ] [+ BEB B B eyibrio oiginalyticus [asi)
3psl Bastones -] + + OF +) +) (o I T R B & I [+ o I B T B B Vibrio sp.
e mesenes T TG T e T T T L T T R T T L U L B viesinalvicusaed
3Pl Bastones || + + oF +) +) o B N 1 R L L ] [+ BEB B B eyibrio ciginalyticus (asr)
3P10P  Bastomes [ + + OF +) +) o I o N N N L ] [+ H B HEHHHH

*Vibrio alginalyticus (4F1)
[

Nota: (*) similar a algin cultivo bacteriano identificado con sistema API.
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Anexo 11

Tabla N° 7 Caracterizacion bioquimica de cultivos bacterianos aislados en medio GSP con viraje.

I:-aiduf:w Forma T::-f: Onidasa  Sscarosa  OwifFer Lasctosa  Glucosa ‘i_[s:l- :éisl Lisina RM WP Indol Movimiznto E-:_ Hemolisis ﬁf‘l_:z‘ 1":;;:;;“ Especie
= Bastones | i+ i+ oF i+ 1+l i SN i O o BN O o B 1+] 1+l B i+ E W alginalyticus (AR
2l Bastones | 1+ 1+ oF 1+ i+ L A v S 6 SN . B N 1+ i+ B 1+ 5 W alginalyrizus (AR}
FaHa Bastones i+ i+ oF 1+ i+ L S v S 6 SN . I e B i+ i+ A 1+ & W alginalyrizus (AR]
PaHE Bastones | 1+ 1+ oF 1+ 1+ i SO v S o S . B o N 1+ 1+ P 1+ 3 W alginalyricus [AR])
Rl Bastones i+ i+ oF 1+ i+ L S v S 6 BN . B N i+ i+ # 1+ & W alginalyrizus (AR]
#3l Bastones | 1+ 1+ oF 1+ 1+ i S i S B O o O 1+ 1+ P 1+ 3 W alginalyricus [AR])
Pila Bastznes | 1+ 1+ oF 1+ i+ L A v S 6 SN . B N 1+ i+ # 1+ 5 W alginalyrizus (AR}
Fl Bastones | 1+ 1+ oF 1+ 1+ i S o S o S . B o O 1+ 1+ P 1+ 3 W alginalyricus [AR])
Fal Bastane: || 1+ 1+ oF 1+ 1+ i S o S o SN N o B 1+ 1+ A 1+ 3 W alginalyricus [AR])
PRE Bastanes || i+ i+ oF i+ 1+ Lo S v S o S . I o N i+ 1+ A i+ 3 W alginalyricus (AR
PaH Bastanes | i+ i+ oF i+ 1+ L S o S o SN . N o B i+ 1+ A i+ 3 W alginalyricus (AR
rap Bastones | 1+ 1+ oF 1+ 1+ L S v S 6 SN . I e B i+ 1+ 4 1+ 3 W alginalyrizus [AP]
Fizl Bastones || 1+ 1+ oF 1+ 1+ L S v S . BN . B N i+ 1+ A 1+ 3 "W alginalyrizus (AP]
om0 MW oToW B EREEREY B g R e
2r Bastones I+ I+ 3 Vibrio sp.
PR Bastones || i+ i+ oF I {+] [ R Y R U FC N P 141 {+] B i+ 3 V. alginalyticus (M Algina]
w18 mmes [E OF i1 B ] 4 2 -l . v alginalytius (451
208D Bastones |1 . 1 oF 1 i+ L S v SN e BN . N O i i+ B - 5 V. alginalyticus (M Aling}
O . DO D O O NSO S
2p2P3 Bastores 1 4 i+ e T = T N % R S S R & - i+ B H R Asramanas Hydroghilal APl



Contineacion da la tsbla antericor

G

h:::m Forma TE::: Osidsss  Sscarcsa  OwifFer Lactzsa Glucass @ e Lisina RM WP indol Movimients Lo Hemoliss 6.5% NaO “’;‘,’:’;"‘“ Especie
apse A -] i+ -] oF [ {+] -] L T e S e TR b O 5 i+ [ B i+ s Vibria sp.
2R3E Bastones i il i+ oF -1 1+] -1 L T o S e BN bt I il i1 P i+l E Vibriz sp.
2R5R Bastones | i+] i+l oF i+l 1+] -1 L B L S | TR ! BN i+l 1+] P i+l E “W. alginslyticus (AR}
2PER Bastones i 1+] i+ oF -1 1+] -1 i1 - [ B e i+l 1+] P i+l E Vibria s5p
o iy e B e fup e e s ] e o = o = o e e e 6 S - g e T ;;;:;;:J:,-d;;,;ﬂ;i
ot = t::-n;:-.-]:r.-.-;; ..... e N I TN SRR JU T - i-.-.-.q-+.| ________ - ---?U:a;;w:ul;r:srﬁp:?
mommmDowomoEonon oBBBABS o8 L9 1 e
2Pan Bastoncs 1+ B i+ 5 Vibria sp.
ops pmmes P o O H B H B B M B g - 5 v elimelytius (HACRS]
2P3la Bastones H {+] i+ oF {+] {+] -] Lt TR o SO o TN & I i+ {+] B {+] 5 *W. alginalyticus (AP}
ELETS Bastones | 1+ 1+ oF 4 1+ [ I R FE R i+ 1+ P i+ 5 V' alginalyticus (4F1)
2p1004 Bastomes -] i+ 1= OF {+] {+] 1= =1 A+ A+ 1+ ) -] {+] B i+ 5 -V aiginalyticus [AR]}
28108e Bastomes -l i+ i-] OF -1 1+} i-] L T o S T o I £ 5 i+l 1+] B i+ 5 V. alginalyticus (M.Alinaj
- Bastomas -l i+ i-] OF -1 1+} i-] Lo TR N | TR 1 I i+l -1 B i+ s Vibrio 5p.
ELEY Bastones | 1+ 1+ oF 4 1+ I T I | i+ 1+ P i+ 5 V' alginalyticus (4F1)
3Pap Bastones | 1+ 1+ oF 4 1+ T T e i+ 1+ P i+ 5 V' alginalyticus (4F1)
3P71 Bastones | 1+ 1+ oF 4 1+ S T i+ 1+ P i+ s V. alginalyricusf4R0
f— Bastomes -] i+ 1= OF -1 {+] 1= Lol TR . SR e TN 1 I -] i B i+ 5 Vibrio 5p.
i ?E?L-.':.':.':EE‘:;E%:.':H'.':.':iﬂ.':.':.'351-.':.':.'E-’f':.':.'EJ:.':.'EI:.':.'I-.I':.'J.'-I_-.':.i-_-l.':.'ﬁ.f:*__i.'l:.'_-+?'I_-.':.':.'E.I':.':.':.'Ef:.':.'__';’:.':.':.'E.'I:.':.':.':.'S:.':.'::::E%EEEE%I’E{-i
3pigp Bastonss T 1+] 1+] 1+] 1+] 1-] 1-] 1+] 4] 4+ 43} 1+] 1+] B 1+] ] ~ W alginglyticus [API}

Nota: (*) similar a algan cultivo ba{:termnn identificado con sistema API.
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Anexo 12

Tabla N°8 Caracterizacion bioquimica de cultivos bacterianos aislados en medio GSP sin viraje.

Hemolsis Especie

P40 Bastones =) OF -] Pseudomonas sp
285H Bastanes "' ) ) (+) PO Y Y N O I N ) ) 2 Bevadorsenas an
2es1 Bastones “ (#) oF ¢ PR © N = S = N 2% O O B 07 (+) ) : Preudomonas sp
2068 Bastores “' (+) 2] ) ) (S I T © Y & I © O & i) 7] . Pseudomonas sp
Caen e T e Prederenarcopociea®) i
28578 Bastones | *) o Fi I T =) +) 2 Preudomonas so
2P10%: Bastones ¢ =) “ H (=) - =) - (= (=) - (=) (= -] Pseudomonas sp.
3PP Bastones H (=) OF {+) (=) ) ) - (=) (=] ) o ) B Pseudomonas sp
3P2H Bastones H =) =) ) i+ - ) - = 2) ) ) © -] Pseudomonas sp
3P31 Bastones H =) OF H H {-) H - (=) 2) ) i+ o -} Pseudomonas sp.
P38 Eastones H (=} OF i+ <) -) = - +) 4 ) ) ) 2 Preudomonas sp
3P3R Bastones u {+) =) o 1+) -1 + () {+) i e ) H -] Pseudomonas sp




Anexo 13

Tabla N° 9 . Caracterizacion bioquimica de cultivos bacterianos aislados en

medio TSAy AS.

Bacteriang Gram
Fla Coces en racimos 4] 4] e 0 Staphrflocnoou 1.
piBh Coces en rcimas [ 4] [+ 8] OF Sphdococoes 5.
Pl Cocms in racimes i | H o Haghysmra .
PIfb Cotos & raimas I# [+ 5] 0F Stphdacoste g
Fi8b Cocosen radimes [# [+] ¢ 0F Staphyiacoons .
il Cocoe en racimas I +] 5 i Staphyacooous sp.
PdHy Coogs en racimas i [+] 3 OF Staphyiacooous 5p.
Pafa oo & racimes [ [+ 5] 0F Smphdacocoa g,
PiFh Coces en racimos i # H o Sumhyacnz sp.
Fefa Cozsaan mcimas ¥l [#] H 0 Staghybaentcus g
¥k {otog ea ratimas [+ [+ H 0 Sphyiatncos s
FiR ottt & racimas [# [+ 3] 0¥ Stphfacozoa .
F8 Cocns e racimes i | H o Staphyincocos .
PA0R Coczan ricimas Ly ¥l H o Staghylocnsees 9.
2PIPb Cotos & raimas [# [+ 8] 0F Stphdacocte 5.
Lyl Cocosen racimes ¥ [+ o 0 Staphyiacoons 5.
b Cocon e racimas ¥} #] [ i Staphyacooous sp.
P Locos en raimes ¥l [+l H OF Staphyfincooous s
ki ] Cocos & racimes [+ [+ 3| 0F Stphdacocos ;.
e {ocos ea ratimas [+ [+ H o Saphybantous s
R Coconea racimes [+ [#] o 0 Staphyacoos 1.
g Cocos en racimos | t H 0 Seaphnocoics sp.
bl Cocosen racimas [+ ] [ 0 Staghyhocooos 5.
bt Coconen ncimas #h f# M o Staphyhacnooe s
2P10Pe Cocss en racimas | ] H 0F fghfssna g
wap Cogos an rcimos # t# i o Staphyhaocoes |
TREH Cotesan ncimas [+ s H ¢ Staphyhacnoses 5.
iP6H Cooss en racimgs [ Ll H 0F Staphylococoes s
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Anexo 14

ATCC 49140
Aeromonas Hydrophila

Siembra en TSAy GSP

Sistemas miniaturizados API.

Figura 15. Flujograma del procedimiento realizado para la cepa patron Aeromonas hydrophila ATCC 49140
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